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_Resumo
As Doença Raras apresentam uma incidência inferior a 5 casos em cada 
10.000 pessoas, estando identif icadas cerca de 7.000 a nível mundial, 
das quais 80% são origem genética. Estima-se que em Portugal existam 
600.000 a 800.000 doentes portadores destas patologias. O projeto de 
investigação DESVENDAR “DEScobrir, VENcer as Doenças rARas”, f inan-
ciado pelo Norte 2020 (NORTE-01-0246-FEDER-000014), possibil itou a 
implementação da tecnologia de sequenciação de nova geração (NGS) no 
nosso laboratório, contribuiu para grandes avanços no diagnóstico genéti-
co das doenças hereditárias do metabolismo, uma vez que tem a capacida-
de de gerar uma enorme quantidade de dados num curto espaço de tempo 
e a um custo acessível, fornecendo informações importantes aos prof issio-
nais de saúde e aos doentes, no âmbito da medicina personalizada. A 
translação de conhecimentos de NGS para a área de prestação de serviços 
permite obter um diagnóstico preciso destas doenças raras, detetar com 
maior celeridade a existência de casos semelhantes e diminuir o peso no 
Sistema Nacional de Saúde devido a tratamentos paliativos prolongados 
e pouco específ icos. Esta investigação translacional está a capacitar 
o nosso país com novas abordagens tecnológicas, reforçando o nosso 
Centro como laboratório de referência para o estudo destas patologias.
_Abstract
Rare Diseases have an incidence of less than 5 cases per 10.000 people, 
with around 7.000 identi f ied wor ldwide, being 80% of genetic or ig in. It 
is est imated that in Por tugal there are 600,000 to 800,000 patients with 
rare diseases. The research project DESVENDAR “DEScobr ir, VENcer 
as Doenças rARas”, funded by Nor te 2020 (NORTE-01-0246-FEDER-
000014), a l lowed the implementat ion of Next Generat ion Sequencing 
(NGS) technology in our laboratory, which is under ly ing major advances 
in genetic diagnosis of rare metabol ic diseases, as i t has the capacity to 
generate a huge amount of data in a shor t t ime and at an af fordable cost, 
providing practical information to health professionals and patients within 
the scope of personal ized medicine. The translat ion of NGS knowledge to 
the laborator ia l routine is faci l i tat ing a bet ter understanding of these rare 
diseases and is a l lowing a quicker detection of s imi lar cases, reducing 
the costs in the national health system due to prolonged and unspeci f ic 
pal l iat ive treatments. This translat ional research is enabl ing our country 
with new technological approaches, strengthening our Center as a refer-
ence laboratory for the study of these pathologies.
_Introdução
Na União Europeia, as Doenças Raras (DR) são definidas 
por uma prevalência inferior a 5 casos por 10 000 pessoas 
(Decisão 1295/1999/CE do Parlamento Europeu e do Conse-
lho de 29-04-1999), afetando, segundo as últimas estatísti-
cas publicadas, cerca de 6 a 8% da população. Em Portugal, 
estima-se que existam 600.000 a 800.000 portadores des-
tas doenças. O número total de DR é cada vez maior, sendo 
estimado que, a cada semana, sejam descritas cinco novas 
doenças a nível mundial.  
No nosso país a verdadeira dimensão do problema permane-
ce desconhecida, dada a inexistência de uma identif icação 
adequada destas doenças, bem como o reduzido número 
e dimensão dos estudos epidemiológicos realizados até à 
data. No entanto, a publicação da Estratégia Integrada para 
as DR 2015-2020 está a melhorar o conhecimento destas do-
enças no país (1). De acordo com a literatura, cerca de 25% 
dos doentes espera pelo diagnóstico definitivo entre 5 a 30 
anos após o aparecimento dos primeiros sintomas (2). Este 
facto é revelador das dif iculdades com que se deparam os 
doentes afetados por estas doenças. O prognóstico destes 
doentes é, em geral, desfavorável, sendo as DR responsáveis 
por 35% da mortalidade antes da idade de 1 ano, 10% entre 
os 1 e 5 anos e 12% entre os 5 e os 15 anos (3). A gestão das 
DR exige além da prestação de cuidados de saúde altamen-
te especializados, uma ação intersectorial conjunta para a 
consensualização de boas práticas para a util ização eficiente 
dos recursos, partilha de bases de dados, definição de prio-
ridades, fornecimento de informação detalhada aos doentes 
e monitorização dos resultados de avanços na investigação. 
Torna-se assim imperioso aprofundar a investigação focan-
do estas patologias, com vista a aumentar o conhecimento
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sobre as suas bases moleculares e, consequentemente, me-
lhorar o diagnóstico dos doentes raros tornando mais célere 
e mais precisa a resposta aos clínicos, facil itando o acesso 
dos doentes à terapia, quando existente, ou à informação. 
Note-se que a informação, por si só, é já uma enorme mais-
valia na área das DR de base genética uma vez que permi-
te oferecer às famílias afetadas aconselhamento genético, 
despiste de portadores e mesmo diagnóstico pré-natal. A 
identif icação da causa de uma DR representa, tanto para a 
família afetada como para a comunidade médico-científ ica, 
um enorme avanço. 
A Unidade de Rastreio Neonatal Metabolismo e Genética do 
Instituto Nacional de Saúde Doutor Ricardo Jorge (INSA), 
no Por to, é o braço laborator ial do Programa Nacional do 
Rastreio Neonatal, sendo dos únicos centros de investiga-
ção do Ministér io da Saúde exclusivamente dedicados ao 
estudo das Doenças Hereditár ias do Metabolismo (DHM). O 
INSA, enquanto laboratór io de estado, conjuga as ver tentes 
de investigação e desenvolvimento (I&D) e de prestação de 
serviços. Assim, esta investigação translacional permitiu a 
transferência de conhecimentos e técnicas resultantes de 
abordagens de I&D no âmbito do estudo das doenças raras, 
para a área assistencial, de modo a serem disponibi l izados 
como prestação de serviços pelo INSA.
_Objetivo
O principal objetivo desta investigação foi implementar a tec-
nologia de NGS para a investigação da etiologia molecular de 
DR e transferir os respetivos conhecimentos e técnicas resul-
tantes destas abordagens de investigação para a unidade de 
prestação de serviços, com base na medicina personalizada.
_Doentes e métodos
Em 2016 foi adquirido para o nosso laboratório um Sequencia-
dor de Nova Geração, MiSeq (Illumina), ao abrigo do projeto 
DESVENDAR “DEScobrir, VENcer as Doenças rARas”, finan-
ciado pelo Norte 2020 (NORTE-01-0246-FEDER-000014). Se-
guidamente foi implementada a tecnologia de NGS para a 
investigação da etiologia molecular de DR, permitindo assim 
a identificação de novas mutações causadoras de doença de 
uma forma mais rápida e eficaz através do desenvolvimento 
de novos testes de diagnóstico. 
Foram estudados 335 doentes pediátricos e adultos com ida-
des compreendidas entre 1 dia e os 80 anos, provenientes de 
vários Centros Hospitalares do país, com suspeita de doença 
genética de origem metabólica. 
Para a preparação das amostras foi utilizado DNA genómico 
extraído a partir de sangue periférico, utilizando o kit QIAamp 
DNA Blood (QIAGEN). 
Foram utilizados diferentes painéis de genes para as várias 
DHM, desenhados especificamente e de acordo com a meto-
dologia SureSelect QXT da Agilent, aplicados à investigação 
de doenças metabólicas (Aminoacidopatias, Acidúrias Orgâni-
cas, Doenças da β-oxidação Mitocondrial dos Ácidos Gordos 
e Glicogenoses), Doenças Mitocondriais (4), Doenças Lisosso-
mais de Sobrecarga e Doenças Peroxissomais (5).
Os resultados foram analisados utilizando programas de aná-
lise disponíveis (Surecall e Annovar). As variantes foram filtra-
das através de uma pipel ine  bioinformática desenvolvida in 
house, tendo em conta o tipo de mutação, a frequência popu-
lacional, a presença em bases de dados (dbSNP, HGMD, Clin-
Var, etc) e preditores in-si l ico  (6).
_Resultados
Através da sequenciação dos vários painéis de genes asso-
ciados a DHM nos 335 doentes investigados obteve-se uma 
profundidade de leitura média de 213x por amostra. A média 
de variantes identificadas para cada amostra foi de 422 e 
após a análise destas, filtrando através de vários parâmetros, 
identificamos a variante ou variantes causais em 97 casos es-
tudados (29%). Das 103 variantes identificadas, 42 eram va-
riantes patogénicas descritas na literatura, 17 novas variantes 
provavelmente patogénicas e 44 novas variantes de significa-
do clínico incerto (VUS). Para averiguar a patogenicidade das 
VUS identificadas está em curso o desenvolvimento de estu-
dos funcionais. Todas as variantes causais foram confirmadas 
pelo método de Sanger e efetuaram-se estudos familiares de 
co-segregação. Nos restantes 238 doentes em que não se 
identificou nenhuma variante suspeita, iremos prosseguir o 
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_Discussão
O recente desenvolvimento da tecnologia de NGS revolucio-
nou o diagnóstico molecular das DR de base genética, que 
em geral não têm biomarcador patognomónico. O presente 
estudo possibil itou esclarecer a etiologia molecular de 29% 
dos doentes estudados, permitindo o seu diagnóstico def i-
nitivo. 
A implementação desta tecnologia de NGS está a contr ibuir 
para a melhoria signif icativa da capacidade de diagnóstico 
instalada, incrementando a ofer ta de prestação de serviços 
com novos testes diagnósticos para DR (Figura 2 ), mais rá-
pidos, precisos e potencialmente rentáveis.
A identif icação da causa de uma DR diminui a ansiedade da 
famí l ia e permite a melhoria da condição do doente através 
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Figura 1: Resultados do estudo de 335 doentes suspeitos de Doenças Raras 
analisados por NGS.
Figura 2: Painéis de genes disponibil izados 
como prestação de serviços pelo 
INSA.
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_Conclusão
Esta investigação translacional está assim a proporcionar o 
desenvolvimento de uma medicina personalizada com trata-
mentos orientados para cada doente e para um aconselha-
mento genético adequado às famí l ias afetadas. Possibi l i tará 
ainda à comunidade médico-científ ica compreender melhor 
a etiologia das DR, detetar com maior celer idade a existên-
cia de casos semelhantes e reforçar o nosso Centro como 
laboratório de referência para o estudo destas patologias.
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